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1. RESUMEN 
 
Actualmente la resistencia de los microorganismos a los antimicrobianos constituye 
un grave problema de salud en todo el mundo, debido a que muchos de los 
mecanismos pueden ser intrínsecos o adaptativos. El uso indiscriminado e irracional 
de fármacos constituye la principal causa de la gravedad de la situación que hoy se 
presenta, por tanto, el propósito de este estudio es evaluar el efecto del aceite 
esencial de la especie vegetal Melaleuca alternifolia (árbol de té) y del extracto 
hidroalcohólico de Matricaria chamomilla (manzanilla) frente al microorganismo S. 
sanguinis, el cual participa en la progresión de la caries dental y en la enfermedad 
periodontal. Adicionalmente se evaluó la actividad antimicrobiana de la combinación 
del árbol de te y manzanilla frente a S. sanguinis. Se utilizó el método de 
microdilución para determinar la actividad antimicrobiana “in vitro” de los extractos 
por separado y en combinación, esta prueba se realizó con diferentes 
concentraciones del aceite esencial de árbol de te y del extracto hidroalcohólico de 
manzanilla según las indicaciones de Clinical and Laboratory Standars Institute. El 
microorganismo empleado fue Streptococcus sanguinis. Los ensayos de 
susceptibilidad antimicrobiana demostraron que ambos extractos vegetales 
inhibieron el crecimiento del S sanguinis, el efecto de la combinación del aceite de 
árbol de té y manzanilla potencio la concentración mínima inhibitoria incrementando 
su valor dos diluciones por encima de la concentración mínima inhibitoria en 
comparación con la concentración mínima inhibitoria individual de los dos extractos. 
Se concluye que la combinación de los extractos vegetales podría ser una 
alternativa de tratamiento para la enfermedad de periodontitis causada por S. 
sanguinis.  
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2. INTRODUCCIÓN:  
Una de las principales patologías presentes en la actualidad y que padece la 
mayoría de los individuos es la enfermedad periodontal, relacionada con la halitosis, 
la cual se considera como un proceso infeccioso que puede ser crónico o agudo. En 
principio puede afirmarse que se trata de una infección polibacteriana en la que 
están implicados diversos géneros bacterianos que se han asociado directamente 
con la enfermedad periodontal como los son: Actinobacillos, Aggregatibacter 
actynomucetemcomitans, Prophyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, 
Bacteroides forsythus y treponema denticola entre otras. (Broek, Feenstra, & Baat, 
2007). Sin embargo, varios cambios ambientales en la microflora oral, incluido el pH, 
la anaerobiosis y la nutrición pueden conducir a una acumulación de bacterias 
asociadas a la periodontitis, así como colonizadores tempranos en los dientes, es 
decir, género de Streptoccoccus como Streptococcus oralis, Streptococcus 
sanguinis, Streptococcus gordonii y Streptococcus salivarius (Abiko, Sato, Mayanagi, 
& Takahashi, 2010). 
Actualmente la enfermedad periodontal presenta una etiología multifactorial, 
causada por la interacción de un agente microbiano, único o múltiple y un huésped 
moderadamente susceptible (Mart & Implantol, 2008). Por lo cual el factor bacteriano 
es de gran importancia, ya que en el biofilm de los tejidos periodontales las bacterias 
Gram negativas representan la biota dominante debido a las distintas condiciones 
que presenta la cavidad bucal, permitiendo la existencia de un microambiente 
adecuado para el establecimiento de los microorganismos Gram negativos con 
predominio de los anaerobios. Esto es debido a que los microorganismos anaerobios 
poseen una serie de características de adaptación al medio bucal, mientras que las 
bacterias aerobias Gram positivas han ido desarrollando una serie de receptores 
específicos que les permite el anclaje a determinadas estructuras de la cavidad 
bucal fundamentalmente  
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la superficie gingival. A pesar de que ciertos microorganismos muestran predilección 
por determinadas áreas de la cavidad bucal, esta inclinación varía dependiendo del 
estado de la boca, en el caso de las encías predominan principalmente las bacterias 
Gram positivas (Prieto & Calvo, 2010). 
Dentro de este grupo heterogéneo de estreptococos orales S. sanguinis exhibe una 
gran importancia, puesto que, se caracteriza por ser un miembro de la microflora 
bucal humana. Esta especie antiguamente llamada “sanguis” ha cambiado 
recientemente a “sanguinis” para cumplir con las reglas de la gramática latina. S. 
sanguinis es reconocida no solo por su asociación histórica con endocarditis 
bacteriana potencialmente mortal, sino también por su supuesto papel antagonista 
en la caries dental pues compite con el streptococcus mutans por los sititos de 
colonización en las superficies de los dientes, ya que ambos grupos de bacterias 
requieren la presencia de dientes para la colonización y pueden exhibir antagonismo 
bioquímico directo in situ debido a que el potencial cariogenico de S. sanguinis se 
considera bajo en comparación con el de Streptococcus mutans (Caufield et al., 
2002). Esto fundamentado en el hallazgo de que en condiciones de salud oral 
(ausencia de caries) se han observado altos recuentos de S. sanguinis en placa 
dental con bajos niveles de S. mutans, por el contrario, en condiciones de caries, se 
han observado altos recuentos de S. mutans en placa dental versus bajos recuentos 
de S. sanguinis. 
S. sanguinis es un microorganismo que forma parte del ecosistema oral, pertenece 
al grupo de Streptococcus viridans, muy asociado a patologías bucales. Debido a 
que es el iniciador en la formación de la biopelícula o placa dental, complejo 
asociado a la caries dental y enfermedades periodontales (Okahashi et al., 2011). 
Entre sus factores de virulencia destacan sus fimbrias y adhesinas, estructuras que 
le permiten gran adherencia a la película adquirida dental, así como la producción de 
glucotransferasas que van a permitir mayor adhesión de otros microorganismos  
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(Brañez Reyes et al., 2018). Posee la capacidad de incorporar ADN extracelular libre 
en el ambiente, estableciendo una competencia genética que es un rasgo 
compartido con otros estreptococos orales como el Streptococcus mutans. Para esta 
competencia, los genes comC, comD, y comE codifican un precursor de péptido 
estimulante de competencia llamado CSP para la amplificación de los productos 
génicos de la bacteria cuando la concentración celular del medio alcanza 
densidades críticas (Rodriguez et al., 2011).  
Así mismo el S. sanguinis se caracteriza por producir peróxido de hidrógeno como 
subproducto de su metabolismo aeróbico y por la acción de enzimas oxidadas como 
la piruvato oxidasa y la NADH oxidasa (Cotter & Hill, 2003). Su producción está 
relacionada a la competencia entre especies bacterianas en el medio. La función del 
peróxido de hidrógeno es reducir el crecimiento de microorganismos co-resistentes, 
es por medio de la producción de este compuesto que se demostró la actividad 
antagónica contra el S. mutans, para la producción de peróxido de hidrógeno se 
requiere la expresión del gen spxB para la descarboxilasa (Chen et al., 2011).  
Por otro lado, el mecanismo de resistencia de esta bacteria a bajos niveles de pH 
está constituido por una bomba translocadora de protones, la misma que posee 
función ATPasa. El pH menor óptimo para la función de esta bomba determina la 
resistencia acida del S. sanguinis, ya que su pH optimo es de 6; correspondiéndole a 
este microorganismo la capacidad de resistir eficientemente en medios con un pH de 
hasta 7. Esto se debe a que la resistencia al acido es dependiente de la 
permeabilidad de las membranas bacterianas a los protones, la cual esta dictada por 
un flujo de salida activo a través de las bombas translocadoras de protones (Cotter & 
Hill, 2003).  
El tratamiento de la enfermedad periodontal consta de un proceso mecánico 
convencional, orientado a minimizar la carga bacteriana a través de procedimientos  
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odontológicos (alisado radicular y raspado), agentes antimicrobianos y/o antibióticos, 
o mediante el uso de sustancias bacteriostáticas y bactericidas (Bascones, 2005b). 
Cabe destacar que en algunos tipos de periodontitis (agresivas), el tratamiento es en 
conjunto con antibióticos al estar presente S. sanguInis. Sin embargo, debido a la 
creciente resistencia a los antibióticos, se han desarrollado nuevos medicamentos a 
base de plantas medicinales a través de la fitoterapia, tal es el caso de Matricallia 
chacomilla conocida comúnmente como manzanilla, considerada por su eficacia 
curativa desde la antigüedad, dentro de sus componentes bioactivos se encuentra el 
compuesto alfa bisabolol, cuya acción asociada es antiséptica y antiinfecciosa. 
Existen otros componentes que se cree que tienen propiedades antimicrobianas 
como la luteolina, quercetina y apigenina (Luis & Cañavate, 2005). Por otro lado, las 
propiedades antibacterianas de Melaleuca alternifola aceite de árbol de té se han 
atribuido al monoterpenoide, conocido como terpinen-4-ol y dado que los 
monoterpenoides son lipófilos, se cree que se difunden y dañan las estructuras de la 
membrana celular (Sk, Soma, & Ch, 2005). 
Algunas de estas bacterias específicamente el género Streptococcus ha sido objeto 
de varios estudios en cuanto a la actividad antibacteriana de algunos extractos frente 
a esta cepa; sin embargo, en la actualidad no se reporta un estudio previo sobre la 
combinación del extracto hidroalcohólico de manzanilla con el aceite esencial de 
árbol de té frente a la cepa S. sanguinis, que contribuya como una alternativa 
fitoterapéutica contra los síntomas de la periodontitis relacionada con el mal olor 
bucal, siendo esta una herramienta valiosa como método complementario en el 
tratamiento de la enfermedad periodontal. Por consiguiente, el presente estudio 
pretende evaluar el efecto antimicrobiano de el extracto hidroalcohólico de 
manzanilla en combinación con el aceite esencial de té específicamente en S. 
sanguinis.  
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En años recientes, el incremento en el uso de antibióticos y la respectiva presión 
selectiva ambiental realizada por antisépticos ha generado una respuesta de 
supervivencia en los microorganismos, además de ser el factor principal que 
contribuye a la aparición de diversas clases de resistencia bacteriana; aunque dicha 
resistencia a los antibióticos sea considerada como una expresión natural de la 
evolución y genética bacteriana (Abrera, Ómez, & Úñiga, 2007), representa un 
problema de salud pública que se creía superado. Sin embargo, el mal uso y abuso 
de los antibióticos no solo provoca una ineficacia terapéutica; sino también efectos 
adversos. Por lo que actualmente, el interés por los fármacos naturales y los 
avances en la medicina alternativa complementaria han promovido el uso de 
diversas plantas como el árbol de té (Malaleuca alternifolia) y la manzanilla 
(Matricaria chacomilla), algunos estudios reportan que el aceite esencial de 
Melaleuca alternifolia se ha destacado por sus propiedades antisépticas, 
antimicrobianas, antibacteriana, inclusive es empleado en la descolonización de S. 
sangunis resistente a la meticilina (K. A. Hammer, Carson, & Riley, 2012) antifúngico 
y antiviral, además del efecto antiinflamatorio (Carson, Hammer, & Riley, 2006).  
• PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN  
Teniendo en cuenta lo anterior, es importante responder el interrogante: ¿la 
combinación del extracto hidroalcohólico de manzanilla con el aceite esencial de 
árbol de té tendrá algún efecto inhibitorio, o alguna propiedad antibacteriana sobre la 
bacteria S. sanguinis?  
Es de gran importancia determinar la actividad antimicrobiana del extracto 
hidroalcohólico de manzanilla en combinación con el aceite esencial de árbol de té 
frente a la cepa, S. sanguinis que contribuya como una alternativa fitoterapéutica 
contra los síntomas de la periodontitis crónica relacionada con el mal olor bucal, ya 
que de las enfermedades infecciosas que afectan a los seres humanos, la caries  
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dental mal tratada es probablemente la más prevalente, producto del proceso 
dinámico de desmineralización del metabolismo bacteriano sobre la superficie 
dentaria, que con el tiempo produce una pérdida neta de minerales.   
3. OBJETIVOS:  
 
3.1. OBJETIVO GENERAL:  
Determinar la actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohólico de 
Matricaria chamomilla (manzanilla) y el aceite esencial de Melaleuca 
alternifolia (árbol de té) contra la cepa S. sangunis asociada con la 
periodontitis y la halitosis.  
3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  
• Establecer individualmente la concentración del extracto hidroalcohólico de 
Matricaria chamomilla (manzanilla) y el aceite esencial de árbol de té que 
presente efecto inhibitorio frente a la cepa de S. sangunis.  
 
• Determinar la sensibilidad in vitro de la cepa S. sangunis frente a la 
combinación de aceite esencial de árbol de té y extracto hidroalcohólico de 
manzanilla.  
 
• Comparar las diferencias empleando por separado y en combinación el 
extracto hidroalcohólico de manzanilla (Matricaria chamomilla) y el aceite 
esencial de árbol de té (Melaleuca alternifolia) y su efecto inhibitorio sobre la 
cepa S. sangunis 
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4. MARCO TEÓRICO  
4.1. ANTECEDENTES HISTÓRICOS DE LA PERIODONTITIS  
Dentro de los aspectos más destacados de los últimos 100 años en la búsqueda 
de los agentes etiológicos de las enfermedades periodontales, se destaca una 
línea del tiempo (ver figura 1), la cual se divide en tres fases: una fase inicial 
donde la especificidad en la etiología de la enfermedad era el concepto 
prominente; un periodo de menos relevancia en el cual la etiología bacteriana se 
caracterizaba por la falta de un rol para las bacterias siendo esta una etapa 
dominante, y finalmente un retorno al concepto de especificidad en la etiología de 
la enfermedad periodontal en los años setenta (Socransky & Haffajee, 1977). 
Alrededor del cambio de siglo, los investigadores proponían posibles roles 
etiológicos para los fusiformes, amebas, espiroquetas y estreptococos. A pesar 
de que la etiología especifica cayo en desuso aproximadamente en 1930, las 
infecciones mixtas continuaron siendo estudiadas y se sugirieron complejos 
microbianos específicos, dando lugar a la concepción actual de la etiopatogenia 
de la caries, asociada a cambios medio ambientales orales que generan 
predominancia de algunas especies con potencial acido-génico, necesario para 
la generación de lesiones de caries. En este estado de desequilibrio, la flora oral 
muestra composiciones diferentes a las habituales. 
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Figura 1. Diagrama de algunos de los aspectos más destacados de los últimos 100 
años de la búsqueda de los agentes etiológicos de las enfermedades periodontales. 
S. Sigmund, D. Haffajee. (1992). Tomado de 
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1902/jop.1992.63.4s.322 
4.1.1. PERIODONTITIS 
La periodontitis es una enfermedad que comprende y se restringe a un grupo de 
estados inflamatorios crónicos de los tejidos de soporte dentario, a causa de la placa 
bacteriana o “biofilm” que incluye microflora patógena que se forma sobre la 
superficie del diente (Kushiyama, Shimazaki, Murakami, & Yamashita, 2009); aunque 
algunos autores sugieren que no debe ser considerada como una enfermedad única 
y homogénea sino que consiste en una familia de enfermedades estrechamente 
relacionadas, dentro de las cuales cada una puede variar un poco en su etiología, 
historia natural y respuesta a la terapia (Kornman, 2004). Sin embargo, una cadena 
común de eventos en la patogénesis es compartida por todas las formas de la 
enfermedad, por ejemplo, las características histopatológicas y ultraestructurales y 
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las vías de destrucción tisular, así como la regeneración son muy similares (ver 
figura 2). Estos eventos compartidos están influenciados por modificaciones en la 
enfermedad, tanto genéticas como ambientales o adquiridas que pueden diferir de 
una etapa y de una enfermedad a otra. Razón por la cual el cuadro clínico 
observado es el resultado de esta compleja interacción entre los eventos, 
modificaciones de la enfermedad y la presencia y tipo de microorganismo (C. Page 
Roy, Seymour, & Kenneth, 2000). No obstante, la interacción entre los mecanismos 
de defensa del huésped y estos agentes microbianos son un factor importante en el 
inicio y evolución de la enfermedad (Bhatt, Govila, & Sharma, 2015). Debido a que, 
aunque existe evidencia de que algunos patógenos bacterianos específicos inician el 
proceso de patogénesis de la periodontitis, la respuesta del huésped a estos 
patógenos es igualmente importante para mediar en la degradación del tejido 
conectivo y la perdida ósea, dando como resultado la producción de metaloproteinas 
de la matriz, las citoquinas y otros mediadores inflamatorios como la prostaglandina 
E2 que causan la destrucción de la mayoría de los tejidos (Mart & Implantol, 2008).  
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Figura 2. Patogénesis de la periodontitis en humanos. K. Kornman, C. Roy. (2004). 
Tomado de https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/j.1600-
0757.1997.tb00189.x  
 
Se debe tener en cuenta que las diversas formas de periodontitis presentan 
diferentes manifestaciones clínicas y respuestas al tratamiento debido a sus 
diferencias en la etiología microbiana (como diferentes especies o combinación de 
especies) además de los factores que modifican los mecanismos de respuesta del 
huésped o alteran su susceptibilidad innata (Prieto & Calvo, 2010). Estos últimos  
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incluyen, pero no se limitan a condiciones sistémicas tales como diabetes mellitus, 
en la cual las defensas del huésped están comprometidas, factores hereditarios y 
factores ambientales tales como el tabaquismo y el estrés. Estos factores 
modificadores explican las diferencias observadas en las diferentes condiciones 
periodontales de los individuos y lo hacen al interferir con la regulación, activación o 
inhibición de los diversos componentes de los mecanismos de respuesta del 
huésped ( Roy C. Page et al., 2000).  
4.2. PELÍCULA DENTAL MICROBIANA O BIOFILM  
La placa dentobacteriana o biopelícula es un depósito blando, no mineralizado que 
se forma sobre los dientes cuando no se limpian adecuadamente, esta es 
considerada a su vez como una masa bacteriana densa constituida por 
microorganismos organizados, de forma conoide, filamentosa o bacilar, embebidos 
en una matriz intermicrobiana que se acumula sobre las estructuras del diente 
(Danaysy, 2018). Dentro del grupo de microrganismos pioneros del biofilm dental se 
encuentra el S. sanguinis, colonizador primario de la cavidad oral en seres humanos 
ya que, tras formarse la película, esta es colonizada por gérmenes orales que se 
adhieren de una forma casi inmediata a las glicoproteínas de la película. Esta fijación 
es facilitada por algunos mecanismos bacterianos como las adhesinas o fimbrias, 
entre otros (Vreven, 2005). 
Los microorganismos pioneros principalmente aerobios y anaerobios facultativos, 
utilizan el oxígeno de la película salival circundante, que ingresa a través de la 
membrana celular y el ciclo de Krebs o de los ácidos tricarboxilicos para la obtención 
de energía intracelular necesaria para su reproducción y supervivencia. Por otro 
lado, durante el proceso de multiplicación de los pioneros y la fijación de nuevas 
especies bacterianas se puede evidenciar un aumento rápido en el número de 
microorganismos que se acumulan sobre los dientes provocando que la monocapa  
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de dichos microorganismos sea sustituida por múltiples capas, puesto que a medida 
que el espesor de las capas aumenta, la tensión de oxígeno en la capa interna 
disminuye, por tanto los microrganismos presentes en esa capa cambian su 
metabolismo y se transforman en anaerobios facultativos o anaerobios estrictos 
(Giacaman, C. Muñoz, E. Bravo, & P. Farfán, 2013). 
4.3. CAUSAS DE LA PERIODONTITIS 
Actualmente se acepta y se reconoce la existencia de determinados factores de 
riesgo que van a modular la susceptibilidad o resistencia del hospedador que puede 
padecer de periodontitis. Razón por la cual, en el desarrollo de esta enfermedad van 
a intervenir varias causas considerándose dicha patología de etiología multifactorial. 
De este modo las enfermedades periodontales son producidas por una interacción 
de un agente microbiano único o múltiple considerado como el factor etiológico 
primario, necesario pero no suficiente ya que debe haber un huésped más o menos 
susceptible y unos factores ambientales que influyen sobre ambos (Bascones, 
2005a). Las características histopatológicas de la periodontitis incluyen embolia 
periodontal, ubicación del epitelio de unión apical cemento-esmalte; perdida de fibras 
de colágeno subyacentes al epitelio de bolsillo; numerosos leucocitos polimorfo 
nucleares en el epitelio de unión y de bolsillo; y un denso infiltrado de células que 
median la respuesta inflamatoria linfocitos, macrófagos y células plasmáticas 
(Flemmig, 1999). Sin embargo, se debe tener en cuenta que los patógenos 
periodontales no existen en la placa dental en forma aislada, sino que los demás 
organismos en el bolsillo afectan la capacidad de los patógenos para causar la 
progresión de la enfermedad. En ciertas situaciones, la presencia de una especie 
puede facilitar la colonización de otra especie patógeno o actuar de forma sinérgica 
con esa especie para causar la enfermedad (Socransky & Haffajee, 1977).  
Algunos factores de riesgo asociados con esta enfermedad se agrupan en: 
• Género, tabaquismo y alcohol (estilo de vida). 
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• Diabetes. 
• Obesidad y síndrome metabólico. 
• Osteoporosis, calcio dietético y vitamina D. 
• Estrés 
• Factores genéticos. 
El factor de riesgo más frecuente para la enfermedad periodontal es el género. A 
pesar de que el sexo biológico esta genéticamente determinado, no parece haber 
una diferencia inherente entre los dos sexos en cuanto a la susceptibilidad a la 
enfermedad (Carvajal, 2016). Por el contrario, la diferencia de genero social 
presumiblemente es una consecuencia del estilo de vida en la cual se hace evidente 
una diferencia proveniente del género masculino debido a que durante décadas se 
ha reconocido que los hombres de todas las edades, grupos étnicos y ubicaciones 
geográficas tienden a padecer de esta enfermedad que las mujeres, evaluada por 
prevalencia, extensión y gravedad (Bascones, Martinez & Figuero, ruiz, 2005). Estos 
primeros análisis fueron publicados por el instituto NHANES 2009-2010 y 
recopilados por el estándar de oro. En el cual se realizó un sondaje periodontal 
competo en seis sitios por cada diente, observando que en general los hombres 
tenían un prevalencia aproximadamente 50% mayor de periodontitis en comparación 
con las mujeres (Borrell, Kunzel, Lamster, & Lalla, 2007).  Otro de factor de riesgo 
conocido es el tabaquismo, el cual se ha asociado durante mucho tiempo con la 
enfermedad periodontal y la perdida de dientes. Debido a que en la mayoría de los 
estudios se evidencio que los individuos fumadores poseen una peor higiene oral en 
comparación con los individuos no fumadores. Lo cual contribuye a la perdida de 
inserción periodontal como para la perdida ósea de la cresta alveolar (Wiley, 2013). 
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4.4. PREVALENCIA DE LA PERIODONTITIS A NIVEL MUNDIAL Y NACIONAL  
 
A nivel mundial, en los últimos años se han intensificado e incrementado el número 
de investigaciones sobre la composición de la microbiota oral de pacientes 
periodontopáticos ya que esta enfermedad constituye un grave problema de salud 
pública debido a su elevada prevalencia en la población infantil y adulta. Sin 
embargo, en cada país se reporta una diferencia significativa en cuanto a la 
prevalencia de esta enfermedad (Giacaman et al., 2013). Diferencias que 
posiblemente puedan deberse a varios factores como lo son la existencia de 
diferencias raciales, geográficas, etiológicas, genéticas, medioambientales, 
costumbres y sobre todo hábitos de higiene oral (Papone et al., 2015). 
Generalmente esta enfermedad se presenta con mayor prevalencia en adultos 
mayores de 40 años, aunque también puede aparecer en las personas en el proceso 
de su primera o segunda dentición (desarrollo y salida de los dientes), de acuerdo a 
los estudios epidemiológicos, se han identificado y demostrado que el progreso de la 
enfermedad es normalmente lento y continuo, razón por la cual desde la década de 
los 50´s, la Organización Mundial de la Salud (OMS) se interesó por primera vez en 
la evaluación de la enfermedad periodontal en el lejano oriente donde en ese tiempo 
la caries no era un problema de salud importante, en ese momento lo común era 
clasificar la salud periodontal como buena, regular o mala, dichos criterios no 
permitían obtener resultados comparables, por lo que fue necesario establecer 
índices periodontales que respondieran a la necesidad de expresar 
cuantitativamente las variables de interés que son objeto de estudio dentro de los 
eventos epidemiológicos entendiendo a la enfermedad periodontal como un 
fenómeno poblacional. (Rebeca, Botello, Espinosa, & Castro, 2011).  
 
A partir de este enfoque la OMS con el propósito de fomentar el uso de instrumentos 
y métodos estándares que permitieran la comparación de datos a lo largo del tiempo  
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y entre países propuso el índice de necesidad de tratamiento de la comunidad 
(CPITN) basado en la variable PS, está en una medida de profundidad de sondaje 
utilizada en los estudios epidemiológicos al igual que el NIC que traduce nivel de 
inserción clínico, siendo tan solo una medida del pasado acumulado de la 
enfermedad en un sitio periodontal especifico, más que la presencia actual de la 
enfermedad; sin embargo, este permaneció como un estándar para medir la 
periodontitis, ya que utiliza un punto de referencia fijo y no el margen gingival que 
está sujeto a alteraciones con los cambios en el estado de inflamación. A pesar de 
ser el índice CPITN ampliamente usado dentro de estos estudios, para estimar la 
prevalencia de periodontitis a través del mundo, ha sido cuestionado por no describir 
las características de la enfermedad, debido a que tan solo identifica únicamente las 
necesidades de tratamiento periodontal, pero subestima la prevalencia de la 
enfermedad por lo cual en el año 2013 la OMS propuso modificaciones y recomendó 
que se valorase el sangrado gingival y la PS con el CPI en todos los dientes 
(Petersen, P. Baez, 2013). 
4.4.1. PREVALENCIA DE ENFERMEDAD PERIODONTAL EN CHILE:  
Estudio realizado en la provincia de Santiago, en la región metropolitana, en jóvenes 
entre 12 y 21 años con un registro parcial de índice de dientes cariados y utilizando 
el NIC para evaluar la prevalencia del daño en los tejidos de soporte del diente, se 
reportó que el 69,2% de los adolescentes ya presentan un daño incipiente en al 
menos un diente (NIC  1mm), mientras que el 4,5% presentaron un daño marcado 
(NIC  3mm). La prevalencia de este daño periodontal aumenta con la edad, en el 
género femenino y en presencia de tabaquismo; además se concluye que la 
periodontitis se distribuye en un gradiente social, con mayor daño en los grupos 
menos favorecidos socialmente, con una importante influencia de los ingresos de la 
familia y de la educación de los padres (Carvajal, 2016).  
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En un estudio nacional secundario realizado en 2007, para evaluar a través de un 
examen de boca completa la condición periodontal en los adultos de 35 a 44 años y 
adultos mayores de 65 a 74 años se demuestra que en los adultos se encuentra un 
gran daño de las estructuras de soporte del diente. La presencia de NIC  4mm en 
al menos un diente afecta al 93,4% de los adultos y al 97,5% de los adultos 
mayores. Los principales indicadores asociados la presencia de esta condición 
fueron el nivel de escolaridad, la presencia del hábito tabáquico y el género 
masculino (Carvajal, 2016).  
4.4.2. PREVALENCIA DE LA PERIODONTITIS EN ESTADOS UNIDOS:  
 
Durante el 2009 y hasta el año 2010 en Estados Unidos, la prevalencia total de 
periodontitis en adultos de 30 años o más fue del 47,2% valor que representa 
alrededor de 64,7 millones de adultos mayores. Por otro lado, cuando el índice de 
CDC/APP se aplicó de manera individual, la periodontitis total oscilo entre el 24,4% 
en adultos de 30 a 34 años y el 70,1% en adultos de 65 años o más. Al estandarizar 
la incidencia de periodontitis por género, se obtuvieron valores más altos en los 
hombres que en las mujeres. Los valores más altos entre los mexicoamericanos en 
comparación con todos los otros grupos raciales y étnicos estudiados, las personas 
con el nivel educativo más bajo, aumentado con el incremento de los niveles de 
pobreza y finalmente los individuos que fuman como se puede observar en la tabla 1 
(Eke, Dye, Wei, & Genco, 2012). 
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Tabla 1. Prevalencia y valores de corte reportados por perdida de inserción de 
acuerdo con las características seleccionadas para personas de 30 años en 
adelante. Eke, P, Dye, B, A Wei, J Genco, R. (2012). Tomado de 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22935673 
4.4.3. PREVALENCIA DE LA PERIODONTITIS EN BRASIL: 
Este estudio se realizó en la ciudad de Bauru, Säo Paulo, con el propósito de 
estudiar la relación entre la enfermedad periodontal y el síndrome metabólico de la 
diabetes mellitus. Los principales hallazgos fueron la elevada prevalencia de  
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periodontitis, edentulismo y síndrome metabólico. De los sujetos investigados el 47% 
tenían periodontitis, sin embargo, estas estimaciones varían mucho entre los 
estudios debido al empleo de varias definiciones de “caso de periodontitis”. De 
acuerdo con esto específicamente en los casos de periodontitis, el número de 
individuos enfermos disminuye considerablemente del 47% a menos del 10%; 
valores que van acordes con la baja prevalencia de periodontitis que se encuentra 
en la población brasileña adulta entre 9,9 y 6,3%. Una posible causa para estos 
bajos valores de prevalencia de la periodontitis es la alta incidencia de edentulismo 
(pérdida parcial o total de las piezas dentales) observada (Lopardo, 2014). Por otro 
lado, el aumento de la prevalencia y el empeoramiento de la perdida de inserción 
periodontal con el desarrollo de la periodontitis está directamente asociado con 
aumento de la edad, no obstante, se cree que la mayor destrucción periodontal en 
los ancianos es más reflejo del historial de enfermedades periodontales acumuladas 
a lo largo de los años que una condición especifica de la edad (Costa, Moura, 
Almeida, & Bascones, 2001). También se encontró una mayor prevalencia de 
periodontitis en el grupo de los hombres, las razones de la prevalencia de las 
diferencias de género no se comprenden bien, pero la literatura sugiere que existe 
entre los hombres una menor atención en la salud oral que en las mujeres (Ferreira, 
2007).  
4.4.4. PREVALENCIA DE LA PERIODONTITIS EN COLOMBIA:  
El estudio nacional de salud de 2014 evaluó la condición periodontal en personas de 
18 años y de 20 a 79 años, dentro de este se realizaron varias mediciones como la 
prevalencia y severidad de periodontitis a personas mayores o que tuvieran 18 años 
con al menos 2 dientes en la boca. Adicionalmente se realizó el índice de extensión 
y severidad del nivel clínico de inserción. Tomando el criterio de la AAP y el CDC la 
prevalencia de periodontitis leve fue del 61%, periodontitis moderada del 43,6% y 
periodontitis severa del 10,62% (Duque, 2016).  
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4.5. CARACTERIZACIÓN S. sanguinis 
El S. sanguinis constituye aproximadamente el 15% de la microflora oral, lo que se 
traduce en altos recuentos en saliva (Rodriguez et al., 2011). Así mismo este 
microrganismo presenta como unidad formadora una estructura llamada coco de 
aproximadamente 0,6 µm de diámetro, que se dispone en cadenas medianas o 
largas (Brañez Reyes et al., 2018). Además de poseer otras características como: 
bacteria Gram positiva, anaerobio facultativo debido a la habilidad que tiene de 
sobrevivir sin oxígeno, sin embargo, al ser facultativo, tiene la gran capacidad de 
utilizar el oxígeno dentro de sus procesos metabólicos para la fermentación, sin que 
sea toxico para él. Para su asilamiento se necesitan medios de cultivo enriquecidos 
con sangre o suero, en cuanto al crecimiento y reproducción la temperatura optima 
es alrededor de 37°C (Kreth, Merritt, Shi, &  Qi, 2005).  
La principal característica de los estreptococos pertenecientes al grupo S. viridans es 
que son alfa-hemolíticos, lo que significa que producen alfa-hemolisis en agar 
sangre, en donde se puede observar la formación de un halo verdoso alrededor de 
la colonia (Chen et al., 2011). El termino colonias alfa hemolíticas se traduce en una 
hemolisis que es incompleta como consecuencia de la liberación al medio de 
peróxido de hidrógeno que transforma la hemoglobina en metahemoglobina (García, 
Venero, & García, 2014). La habilidad de esta bacteria para adherirse a la cubierta 
salival y a la superficie dentaria se presenta por la afinidad de los componentes de 
su membrana frente a los componentes de la saliva como la inmunoglobulina A y la 
alfa amilasa. 
4.5.1. GENERALIDADES DEL S. sanguinis 
El género estreptococos se caracteriza por ser cocos Gram positivos que se asocian 
en parejas y cadenas cortas o largas dependiendo del medio de cultivo; estos no 
presentan movimiento ni tampoco forman esporas. Dentro de este grupo el S. 
sanguinis antiguamente llamado como S. sanguis, pertenece a la familia de  
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streptococcaceae, el nombre de esta especie fue dado por los investigadores White 
y Niven en 1946 a este estreptococo formador de dextrano alfa hemolítico aislado de 
los coágulos sanguíneos del corazón de pacientes con endocarditis bacteriana (ver 
tabla 2) (PRICE, FRENCH, TALSANIA., & PHILLIPS, 2016).  
TAXONOMÍA 
REINO Bacteria. 
FITO Fermicutes. 
CLASE Bacilli. 
ORDEN Lactobacillales. 
FAMILIA Streptococcacea. 
GÉNERO Streptococcus. 
ESPECIE S. sanguinis 
Tabla 2. Taxonomía del microorganismo S. sanguinis. 
4.5.2. MECANISMO EMPLEADO POR S. sanguinis PARA LA COLONIZACIÓN 
BUCAL  
De acuerdo con varias investigaciones se ha determinado que existe una 
florabacteriana iniciadora en la formación de la biopelícula dental, la cual es 
considerada como el mayor factor asociado a la aparición de caries dental, entre los 
cuales están Actinomyces viscosus y S. sanguinis (Brañez Reyes et al., 2018).  
S. sanguinis inicia su ciclo de colonización entre los 6 y 12 meses de vida del 
individuo y su organización en el biofilm dental se origina con la aparición de la 
primera pieza dental. Razón por la cual no coloniza a los lactantes sino hasta 
después de la aparición de los dientes. Dentro de este proceso la asociación de S. 
sanguinis y A. viscosus sobre la superficie dentaria es necesaria para la colonización 
posterior de otros microorganismos (Dramsi, Trieu-cuot, & Bierne, 2005). Al 
aumentar los antagonismos por nutrientes y productos bacteriostáticos, se aumenta  
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el balance en favor de bacterias más resistentes lo que genera un desequilibrio en el  
ecosistema oral (Kreth et al., 2005).  
El mecanismo de esta adhesión inicial de los microorganismos a la película dental 
adquirida es complejo y aún no está establecido claramente. Sin embargo, la 
adhesión estreptocócica a las superficies orales se debe principalmente a la unión 
inicial de las células a los componentes salivales depositados (ver figura 3). Estos 
incluyen productos secretores de las glándulas salivales, productos bacterianos 
como los polisacáridos de glucano, a los que S. sanguinis se puede unir a través de 
proteínas ligadoras de glucano; componentes dietéticos, que pueden incluir lectinas 
y otras moléculas, que interactúan con las superficies de las células bacterianas; 
productos séricos que se originan como exudados en el fluido crevicular gingival y 
otros compuestos que ingresan a la saliva por reflujo gástrico o respiratorio (Prieto & 
Calvo, 2010). Es importante que la deposición de proteínas salivales o glicoproteínas 
en un organismo adherente proporcione un sustrato para la adherencia microbiana 
adicional, ya que la proteína salival y la unión a la glicoproteína son relevantes tanto 
para el inicio de la colonización como para la consiguiente proliferación de microbios 
que dan como resultado el complejo biofilm conocido como placa dental (Jenkinson 
& Lamont, 2001).  
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Figura 3. Mecanismo de las múltiples adhesinas expresadas por el género 
Streptococcus, que les permite adherirse a una amplia gama de sustratos. 
Jenkinson, H.F. Lamont, R.J. (2001). Tomado de 
https://journals.sagepub.com/doi/abs/10.1177/10454411970080020601 
4.6. FITOTERAPIA EN LA PERIODONTITIS  
La etiología primaria de la enfermedad periodontal involucra una historia extensa 
venerable acerca del uso de plantas medicinales con el fin de mejorar la salud dental 
y promover la higiene oral, puesto que, desde sus inicios, el hombre ha tratado de 
reducir sus dolencias y sufrimientos con la utilización de medios a su alcance y en 
esto el reino vegetal ha sido siempre el principal proveedor de remedios en todas las 
culturas las especies vegetales más utilizadas en el tratamiento de la periodontitis 
son: Acacia catechu, Aloe vera, manzanilla, Azadirachta indica (neem o nimbo de la 
india), Glycyrrhiza glabra (regaliz), Cinnamomum zeylanicum, Allium sativum,  
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Mikania laevigata, Mikania glomerate, Drosera peltata, Helichrysum italicum, Coptidis 
rhizome, Piper cubeba y Melaleuca alternifolia (Navnita, Savita, Rithesh, & 
Shivanand, 2016).  
4.6.1. USOS DE LA ESPECIE VEGETAL Melaleuca alternifolia  
La especie Melaleuca alternifolia es un tipo de árbol perteneciente a la familia 
Mirtáceas, denominado comúnmente como árbol del té australiano (del inglés tea 
tree) debido su origen geográfico y a que sus hojas se emplean para la preparación 
de una infusión aromática. No obstante, con el nombre de árbol del té también se 
incluyen otras especies pertenecientes al mismo género Melaleuca como M. 
linariifolia Smith, M. dissitiflora F. Mueller y otras especies pertenecientes al género 
Leptospermum, también de la misma familia. M. alternifolia se caracteriza por lo 
general como un arbusto o árbol pequeño con hojas lineares muy estrechas (10-35 
mm de largo, 1 mm de ancho), flores blancas dispuestas en espigas y fruto pequeño 
leñoso. Existen extensas plantaciones en Nueva Gales del Sur y Queensland en 
Australia, aunque su hábitat natural estaba inicialmente restringido a la costa noreste 
de Nueva Gales del Sur (Shelton et al., 2004).  
Tradicionalmente ha sido empleada desde la antigüedad por los aborígenes 
australianos para el tratamiento de hematomas, picaduras de insectos e infecciones 
de la piel. Algunas medicinas tradicionales aconsejan su empleo en el tratamiento de 
quemaduras, colitis, resfriados y tos, gingivitis, impétigo, nasofaringitis, psoriasis, 
sinusitis, estomatitis y tonsilitis, de ahí que la cultura occidental accediera a su 
conocimiento a través de la colonización de finales del siglo XVIII, empleándolo 
como antiséptico, antibacteriano y antifúngico desde principios del siglo XX. Se ha 
incluido en diferentes códigos farmacéuticos por sus propiedades desinfectantes 
para la elaboración de diferentes preparados de aplicación tópica. En la actualidad 
está autorizado en los sistemas sanitarios de diferentes países europeos (Reino 
Unido, Dinamarca, Suecia, Hungría).  
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Tabla 3. Composición y propiedades de los metabolitos activos presentes en el 
aceite esencial de árbol de té. Carson et al., (2006). Tomado de 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1360273/  
Por otro lado, el nivel de dificultad de las bacterias que controlan el biofilm y su 
creciente resistencia a los antibióticos, al igual que la falta de eficacia de los agentes 
antimicrobianos asociados con efectos adversos despierta la atención en la 
búsqueda de medicamentos fitoterapéuticos más eficaces (Elavarasu, Thangavelu, 
Saravanan, & Shereef, 2014). Tal es así que, en estas últimas décadas, el interés 
por los fármacos naturales y los avances en la medicina alternativa han promovido el 
uso de diversas plantas como el árbol de té (Malaleuca alternifolia) y la manzanilla 
(Matricaria chamomilla). Algunas de las investigaciones que se han desarrollado en 
relación con la actividad antimicrobiana del árbol de té frente a patógenos bucales, 
resaltan su efecto beneficioso en la enfermedad periodontal inflamatoria crónica, 
dentro de los cuales se destacan los siguientes estudios:  
Los investigadores Groppo, Ramacciato y Florio, compararon la actividad 
antimicrobiana y los efectos adversos de varios enjuagues bucales que contenían: 
0,2% de aceite esencial de árbol de té, 2,5 % de extracto de ajo y 0,12% de 
clorhexidina sobre microorganismos orales. Obteniendo como resultado que la  
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combinación sinérgica de 2,5% de ajo y 0,2% de aceite de árbol de té redujo el 
crecimiento microbiano de S. mutans y otros microorganismos orales, de la misma 
forma que la clorhexidina. Los compuestos responsables de dicha actividad son el 
cineol (2-5%), terpinen-4-ol contenidos en las hojas de árbol de té (Malaleuca 
alternifolia). Aceite que se caracteriza por su eficacia contra un número elevado de 
bacterias Gram positivas y Gram negativas así como contra hongos, las 
concentraciones mínimas inhibitorias contra algunos patógenos comunes van desde 
0,5 a 1% (Santamaria et al., 2014). Mientras que la concentración mínima inhibitoria 
para S. mutans es inferior al 0,0125%. En cuanto a los análisis cromatográficos del 
aceite de árbol de té indicaron que este fue de alta calidad, puesto que se encontró 
que las concentraciones probables son del 3% para cineol y el 50% para terpinen-4-
ol (Groppo, Ramacciato, & Florio, 2002). 
Así mismo en el estudio llevado a cabo por Soukoulis y Hirsch se determinó el efecto 
del aceite de árbol de té contenido dentro de un gel tópico usado dos veces al día en 
la inflamación gingival existente y sobre la cantidad de placa en sujetos no 
supervisados (no tratados). Los resultados obtenidos fueron satisfactorios dado que 
se produjo una disminución de la inflamación gingival en sujetos que utilizaron el 
aceite esencial de árbol de té; sin embargo, no se presentó una disminución 
concomitante en la placa por lo cual el mecanismo de actividad evidenciado pudo 
haber sido antiinflamatorio en lugar de antibacteriano. Los componentes del aceite 
de árbol de té son conocidos por disminuir la inflamación en entornos “in vitro” e “in 
vivo” (Hart, Brand, Carson, Riley, & Prager, 2000). Por ejemplo, a los sujetos a los 
que se les administro soledum (medicamento que contiene 1,8-cineol) se evidencio 
una disminución significativa en la producción de prostaglandina  en monocitos 
aislados. También se ha demostrado que el 1,8-cineol inhibe significativamente “in 
vitro” la producción de citoquinas (  e interluquinas (IL1-  a partir de monocitos 
estimulados con lipopolisacáridos (Soukoulis & Hirsch, 2004). 
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En cuanto al estudio realizado por Graziano, Calil y Sartorrato et al. frente a los 
efectos “in vitro” del aceite esencial de árbol de té sobre el crecimiento y la 
producción de compuestos de azufre por bacterias orales, se resalta que a pesar del 
potencial antimicrobiano de M. Alternifolia, existen pocos estudios que evalúen su 
actividad contra los patógenos orales que causan el mal aliento (A. Hammer et al., 
2003), por lo tanto el objetivo de este estudio fue evaluar los efectos del aceite de 
árbol de té y la clorhexidina en la viabilidad y producción de compuestos volátiles de 
azufre (VSC) de Porphyromonas gingivalis y Porphyromonas endotalis. Como 
resultado se obtuvo que el aceite de árbol de té mostro actividad antimicrobiana; su 
valor de concentración mínima inhibitoria fue de 0,007% para ambas bacterias. El 
análisis de cromatografía acoplado a masas del aceite de árbol de té utilizado en 
este estudio mostro que la composición de este aceite era consistente con la norma 
internacional ISO 4730 de 2004 que especifica los requisitos de calidad del aceite 
(Graziano, Calil, Sartoratto, Gilson, & Nobre, 2016). Los principales componentes 
identificados se observan en la tabla 3.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A | 
39 
 [fecha] 
 
 
 
Tabla 4.  Identificación de compuestos del aceite esencial de M. alternifolia 
en comparación con la composición estándar recomendada por ISO 4730; a) TR: 
tiempo máximo de retención (en minutos); b) fracción en porcentaje del área total 
integrada para el cromatograma. Graziano, Calil, Sartoratto et al. (2016). Tomado de 
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S167877572016000600582&script=sci_arttext  
4.6.2. USOS DE LA ESPECIE VEGETAL Matricaria chamomilla  
Por otra parte, Matricaria chamomilla (Asteraceae), conocida popularmente como 
“manzanilla”, ha sido utilizada como planta medicinal desde hace siglos por sus 
propiedades relajantes, sedantes, antiespasmolíticas, antiinflamatorias, cicatrizantes, 
digestivas, entre otras (Mckay & Blumberg, 2006). Se caracteriza por ser una planta 
herbácea, de tallo cilíndrico, erguido, ramificado, de hasta 50 cm de altura, 
perteneciente a la familia de las Asteráceas; nativa de Europa y las regiones 
templadas de Asia, sin embargo, se ha naturalizado en algunas regiones de América  
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y Australia. Se debe destacar que el nombre científico Matricaria procede del latín 
matrix, que significa útero, lo que explica que la manzanilla sirve para tratar 
dolencias propias de la mujer. Mientras que la etimología del nombre chamomilla 
compuesto por “chamai” que significa pequeño y de “melón” que traduce manzana 
advierten que de los pétalos de las flores y de la planta se desprende un agradable 
aroma a manzana (Inceer & Ozcan, 2011).El efecto antimicrobiano de Matricaria 
chamomilla frente a patógenos bucales en el desarrollo de la periodontitis ha sido 
objeto de estudio de varias investigaciones, dentro de los cuales se destacan los 
siguientes artículos: 
El estudio realizado por Rahmany, se determinó que, aunque el aceite de 
manzanilla, a una concentración de 25 mg/mL, demostró actividad antibacteriana 
contra las bacterias Gram positivas como: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, 
Streptococcus mutans y Streptococcus salivarius; no mostro acción microbiana 
contra E. faecalis y C. albicans a una concentración de 150mg/mL. Sin embargo, a 
una concentración mayor de 250 mg/mL es eficaz contra ambos microorganismos. 
Estos efectos antimicrobianos son principalmente el resultado de los componentes 
activos como el α-bisabolol y azulénos, que tienen una actividad antinflamatoria 
además de ser antisépticos, antimicrobianos. No obstante, el efecto antinflamatorio 
total de la manzanilla depende de la presencia de metabolitos tipo flavonoides como 
la apignina y la luteolina (Rahman & Chandra, 2015).  
Con respecto a los componentes de la manzanilla el investigador Kazemi, determino 
la composición y caracterización fitoquímica del aceite esencial de Matricaria 
chamomilla al evaluar su actividad antimicrobiana contra patógenos humanos. Los 
resultados indicaron que el aceite esencial de M. chamomilla comparte algunos 
constituyentes relativamente similares, tales como farneseno y bisabolol, con otras 
especies de Matricaria. Además de presentar un efecto inhibitorio sustancial sobre 
Staphylococcus aureus, indicando que esta cepa fue la más sensible probada para  
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el aceite de Matricaria chamomilla, sin embargo el aceite también exhibió una alta 
actividad antimicrobiana contra Bacilus cereus y Bacillus subtilis teniendo una zona 
de inhibición de 28-30 mm. Finalmente se observó una actividad máxima contra 
Shigella shiga y Shigella sonnei con una zona de inhibición de 20 mm (Kazemi, 
2014).  Los constituyentes responsables de estos efectos se observan en la tabla 5.  
 
Tabla 5. Composición química del aceite esencial de Matricaria chamomilla. Kazemi 
(2014). Tomado de 
http://www.jonnsaromatherapy.com/pdf/Kazemi_Essential_Oil_of_Matricaria_chamo
milla_2014.pdf 
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5. METODOLOGÍA  
5.1. MATERIALES: 
 
Equipos: 
• Balanza analítica. 
• Incubadora. 
• Autoclave. 
• Espectrofotómetro UV-VIS. 
• Plancha de calentamiento. 
• Agitador vortex. 
• Mechero bunsen. 
Material microbiológico: 
• Cajas de Petri desechables citoplus. 
• Tubos eppendorf de 2 ml. 
• Microplaca de 96 pozos. 
• Gradilla plástica para tubos eppendorf. 
• Viales criogénicos de rosca interna. 
• Tubos de tapa rosca. 
• Frasco dilución. 
• Agar infusión cerebro corazón (BHI). 
• Agar tripticasa de soya (TSA) 
• Caldo BHI. 
• Agua peptonada 
• Agua estéril para inyección WFI. 
• Micropipeta de 100 y 1000 µl. 
• Puntas estériles para micropipeta. 
• Frasco de vidrio de boca ancha y tapa rosca. 
 Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A | 
43 
 [fecha] 
 
 
5.2. TIPO DE ESTUDIO: 
 
Este estudio es de tipo experimental in vitro donde se determinará y evaluará el 
efecto inhibitorio del extracto hidroalcohólico de manzanilla y del aceite esencial de 
árbol de té empleados de manera individual y en combinación, comparando las 
diferencias de los resultados obtenidos en cada ensayo con el fin de comprobar si la 
combinación de los extractos posee actividad antimicrobiana frente a la cepa S. 
sanguinis. 
Por otro lado, la unidad experimental de esta prueba consiste en inocular una 
determinada cantidad de la elución del microorganismo S. sanguinis en una 
microplaca de 96 pozos expuesta a una serie de concentraciones obtenidas a partir 
de varias diluciones del aceite de árbol té y extracto hidroalcohólico de manzanilla, 
por separado y en combinación.  
5.3. ADQUISICIÓN DEL EXTRACTO HIDROALCOHÓLICO DE Matricaria 
chamomilla (manzanilla) 
El extracto hidroalcohólico de manzanilla se adquirió en el laboratorio Phitother, 
ubicado en la ciudad de Bogotá. Este producto natural extraído a partir de las flores 
de Matricaria chamomilla se caracteriza por ser un líquido fluido de coloración café a 
amarillo rojizo con un olor y aroma dulce característico. Su presentación comercial 
es de 1 kg. Las especificaciones de calidad y composición se encuentran en la ficha 
técnica (ver anexo 1). 
5.4. ADQUISICIÓN DEL ACEITE ESENCIAL DE Melaleuca alternifolia (árbol de 
té) 
El aceite esencial de árbol de té se adquirió en Green Andina Colombia; es de color 
amarillo pálido a incoloro, que proviene de la cocción al vapor de las hojas del árbol 
de te australiano de aroma característico. Su presentación comercial es de 500 ml. 
Las especificaciones de calidad y composición se encuentran en la ficha técnica  
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(ver anexo 2). Los aceites esenciales son las fracciones volátiles, generalmente 
destilables por arrastre con vapor de agua, que contienen sustancias responsables 
del aroma de las plantas.  
5.5. OBTENCIÓN DE LA CEPA BACTERIANA S. sanguinis 
La cepa bacteriana S. sanguinis ATCC 10556 fue donada por el grupo de 
microbiología del Instituto Nacional de Salud de Bogotá, entidad pública de carácter 
científico-técnico en salud pública. La cepa fue recogida en un sistema de transporte 
BLL culture swab plus, el cual ayuda a la recolección y al transporte de bacterias 
anaerobias y aerobias. Proporcionando un mejor rendimiento para la recuperación 
de estos microorganismos. Este sistema cuenta con una columna de gel de agar 
amies de 5 ml con agentes captadores de oxígeno. Cabe resaltar que este medio de 
transporte no es nutritivo ya que esta taponado con fosfato proporcionando un 
ambiente reducido, debido a su formulación con tioglicolato de sodio. S. sanguins se 
encuentra protegido del secado por la humedad en el medio de transporte, con el fin 
de mantener la viabilidad del organismo durante el transporte al laboratorio (Amaci, 
2010).  
5.6. PREPARACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO 
Para la preparación de los medios de cultivo, primero se realizaron los cálculos con 
el fin de saber la cantidad de polvo liofilizado de agar necesaria para pesar dentro de 
un frasco de dilución (shoot) de acuerdo con el volumen requerido de agua 
destilada. Durante el proceso de preparación se utilizaron 4 mecheros bunsen con el 
objetivo de reducir el riesgo de contaminación de este al momento de ser vertido el 
agar fundido en las cajas de Petri hasta alcanzar una profundidad de 3-4 mm (the 
International Organization for Standardization, 2014). Se utilizo agar infusión cerebro 
corazón (BHI) preparado de acuerdo con las instrucciones de la casa comercial 
(Difco), se llevó a esterilizar en autoclave vertical a 121°C por 15 minutos. Una vez  
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esterilizado el medio y enfriado a temperatura ambiente se vertió en placas de Petri 
desechables a un volumen de 25 ml por cada una, con el fin de obtener un espesor 
de 4 mm de alto, El medio se homogenizo en el trascurso de esta operación con el 
fin de evitar que el agar se sedimente en el fondo del frasco y no se distribuya de 
manera uniforme en cada una de las placas evitando la formación de burbujas. 
Finalmente, las placas se dejan solidificar a temperatura ambiente sobre el mesón, 
hasta que el medio solidificara a fin de reducir la humedad sobre la superficie. 
Adicional se realizó un control negativo del medio incubando dos cajas de agar a 
una temperatura de 37°C durante 24 horas para garantizar la esterilidad del medio 
de cultivo. Se utilizo otro lote de el medio de cultivo agar BHI lote 011B-02 
proporcionado por el Instituto Nacional de Salud con certificado de calidad que 
garantizaba resultados confiables.  
Para la preparación del caldo BHI se peso 28 gramos del medio deshidratado, se 
introdujo en un frasco de dilución (shoot) y se disolvió en 1 litro de agua destilada, el 
frasco se coloco en una plancha de calentamiento a fuego lento agitando el 
contenido ocasionalmente con ayuda de un agitador magnético hasta que el caldo 
visualmente estuviera homogéneo, se llevó a ebullición durante unos minutos 
seguidamente se retiro de la plancha con una pipeta graduada de 10 ml se tomó una 
alícuota de 10 ml depositada en cada tubo de tapa rosca posteriormente se llevó a 
esterilizar en autoclave vertical a 121°C durante 15 minutos.  
5.7. CRECIMIENTO BACTERIANO DE S. sanguinis 
La cepa bacteriana S. sanguinis fue cultivada según las especificaciones del 
certificado de análisis emitido por la entidad respectiva (ver anexo 3). El hisopo 
incluido en el medio de transporte se repico por aislamiento en un medio de cultivo 
de agar Brain Heart Infusion (BHI) y en agar sangre de cordero, realizando su 
enriquecimiento en caldo BHI. El caldo y los agares inoculados fueron incubados 
dentro de un frasco de vidrio con una vela encendida proporcionando las  
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condiciones de microaerófilia brindando una atmosfera pobre en oxígeno y con un 5 
a 10% de dióxido de carbono.  
 
5.8. CARACTERÍSTICAS MACROSCÓPICAS Y MICROSCÓPICAS DE LA 
CEPA BACTERIANA S. sanguinis 
Transcurrido el tiempo de incubación de aproximadamente 48 h, se procedió a 
observar macroscópicamente las colonias, posteriormente se llevó a cabo la prueba 
de tinción de Gram. Con el fin de comprobar que había un crecimiento puro de S. 
sanguinis. 
5.9. PREPARACIÓN DEL INÓCULO DE S. sanguinis EN MEDIO LÍQUIDO 
Para la preparación del inoculo se tomó con un asa redonda 3 a 5 colonias de la 
placa de agar BHI previamente incubada durante 24 horas las colonias se 
suspendieron en 10 ml de caldo BHI, seguidamente este tubo se agito en un vortex 
durante 60 segundos. Posteriormente se utilizó un espectrofotómetro de luz visible a 
una longitud de onda de 625 nm con el fin de obtener una absorbancia entre el 
intervalo de 0.08 y 0.1 que corresponde al tubo 0.5 de la escala de McFarland que 
equivale a una concentración de 1,5 X108 UFC/ml. 
 
5.10. PREPARACIÓN DE LA SOLUCIÓN STOCK DE DIMETISULFOXIDO 
(DMSO)  
Para la preparación de la solución stock de DMSO se hicieron los cálculos 
previamente teniendo en cuenta una potencia de 99,9% reportada en la ficha de 
seguridad para este reactivo. Se tomaron 150 µl de DMSO puro y se llevó a volumen 
de 15 ml con agua estéril, obteniendo una concentración final del 1%.   
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5.11. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA “in vitro” DEL 
ACEITE ESENCIAL DE ÁRBOL DE TÉ 
La técnica utilizada fue la de microdilución en caldo, estandarizada por el National 
Committee For Clinical Laboratory Strandards (NCCLS, M27-A2, Vol. 22 No. 15, 
2002) (Standards, 2012) . Esta técnica cuantitativa, tiene como principio el probar la 
inhibición de crecimiento de un inoculo de S. sanguinis, a concentraciones definidas 
del aceite esencial de árbol de té por separado y en combinación, para así poder 
determinar la menor concentración del aceite capaz de inhibir el crecimiento de la 
bacteria, conocido como concentración mínima inhibitoria (CMI). 
La prueba se desarrolló en una microplaca de 96 pocillos. Se preparo una solución    
stock de dimetilsulfoxido (DMSO) con una concentración final del 1%. 
Posteriormente se realizaron diluciones seriadas de una concentración inicial de 
50% (v/v) utilizando diez tubos eppendorf marcados respectivamente, con el fin de 
preparar un volumen final de 500 µl en cada tubo, de los cuales se tomaron 50 µl 
para adicionar en cada pozo por triplicado en la microplaca. La concentración inicial 
de 50% contenía 500 µl de aceite esencial de árbol de té, para la siguiente 
concentración de 25% (v/v) se tomaron 500 µl de esta y se completó a volumen con 
500 µl de la solución stock de DMSO y así sucesivamente hasta llegar a la 
concentración final de 0,097% (v/v). En cada pocillo se colocaron 50 µl de la 
concentración del aceite esencial de árbol de té y 50 µl de inoculo de S. sanguinis. 
todos los pozos quedaron con un volumen final de 100 µl. La siembra de la 
microplaca se realizó como se observa en la figura 4.  
Se realizaron controles positivos por duplicado al caldo BHI, al agua estéril, a la 
solución stock de DMSO al 1% y al aceite esencial de árbol de té más caldo BHI 
adicionando en cada uno de estos pozos el inoculo de S. sanguinis. En cuanto a los 
controles negativos estos fueron caldo BHI, agua estéril, agua estéril y caldo BHI y  
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DMSO más caldo BHI. Finalmente, la microplaca se incubo dentro de un frasco de 
vidrio con una vela encendida dando las condiciones atmosféricas de microaerofilia a 
37°C por 24 h. esta técnica se realizó para cada uno de los agentes antimicrobianos 
por separado y luego en combinación.  
En cuanto a la confirmación de los resultados obtenidos en cada uno de los pozos 
de los tres ensayos, se realizó un repique en caldo y en agar BHI con el fin de poder 
confirmar el crecimiento o no de cada uno de los pozos de la microplaca, estos 
ensayos complementarios permitieron que la lectura de los resultados fuera más 
sencilla.  
 
Figura 4. Esquema de la microplaca indicando el orden de siembra del aceite 
esencial de árbol de té en los 96 pozos: IN: inoculo de S. sanguinis, A+I: agua estéril 
más inoculo de S. sanguinis, D+I: dimetilsulfoxido más inoculo de S. sanguinis, T+C: 
aceite de árbol de té mas caldo BHI, C: caldo BHI, A+C: agua estéril más caldo BHI, 
D+C: dimetilsulfoxido más caldo BHI.  
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5.12. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA “in vitro” DEL 
EXTRACTO HIDROALCOHÓLICO DE MANZANILLA 
Esta prueba se realizó siguiendo el mismo procedimiento descrito para el árbol de té; 
sin embargo, en la preparación de la diluciones se empleó agua estéril como 
solvente. Los controles positivos y negativos para el extracto hidroalcohólico de 
manzanilla son los mismos que se describieron para la actividad antimicrobiana del 
aceite esencial de árbol de té. La siembra de la microplaca se realizó como se 
observa en la figura 5.  
 
Figura 5. Esquema de la microplaca indicando el orden de siembra del extracto 
hidroalcohólico en los 96 pozos: IN: inoculo de S. sanguinis, A+I: agua estéril más 
inoculo de S. sanguinis, M+C: extracto hidroalcohólico más caldo BHI, C: caldo BHI, 
A+C: agua estéril más caldo BHI, D+C: dimetilsulfoxido más caldo BHI, A: agua 
estéril.  
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5.13. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA “in vitro” DEL 
ACEITE ESENCIAL DE ÁRBOL DE TÉ EN COMBINACIÓN CON EL 
EXTRACTO HIDROALCOHÓLICO DE MANZANILLA 
Esta prueba se desarrolló en una microplaca de 96 pozos. las concentraciones 
empleadas se seleccionaron de acuerdo con las dos últimas concentraciones de 
12,5% y 6,25% en las que se observó que se inhibió el crecimiento de S. sanguinis, 
seguidamente se usaron las dos concentraciones de 3,125% y 1,563% en las que se 
observo que la concentración de árbol de té contenida no fue suficiente para inhibir 
el crecimiento de S sanguinis. Para el extracto hidroalcohólico de manzanilla también 
se usaron dos concentraciones de 3,125% y 1,563% en las que no hubo crecimiento 
de S. sanguinis y dos concentraciones de 0,782% y 0,391% en las que se evidencio 
el crecimiento bacteriano.  
La microplaca se sembró siguiendo el siguiente procedimiento; la columna 1 
contenía 25 µl de la concentración 12,5% de aceite esencial de árbol de té en 
combinación con 25 µl de la concentración 3,125% del extracto hidroalcohólico de 
manzanilla, adicionalmente se inocularon 50 µl de S sanguinis, en la columna 2 se 
mezclaron las concentraciones de 12,5% de aceite esencial de árbol de te y 1,563% 
del extracto hidroalcohólico de manzanilla. Para las demás columnas se llevó a cabo 
este mismo proceso teniendo en cuenta la combinación asignada para cada uno de 
los pocillos (ver figura 6). Esta mezcla entre las diferentes diluciones de árbol de té y 
manzanilla se realizó con el fin de conocer específicamente cual combinación posee 
y muestra un efecto sinérgico. 
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Figura 6. Esquema de la microplaca indicando el orden de siembra de la 
combinación de aceite esencial de árbol de té y extracto hidroalcohólico de 
manzanilla en los 96 pozos: IN: inoculo de S. sanguinis, A+I: agua estéril más 
inoculo de S. sanguinis, D+I: dimetilsulfoxido más inoculo de S. sanguinis, M+C: 
extracto hidroalcohólico más caldo BHI, C: caldo BHI, A+C: agua estéril más caldo 
BHI, D+C: dimetilsulfoxido más caldo BHI, A: agua estéril.  
5.14. LECTURA DE LOS RESULTADOS:  
Todos los pozos de la microplaca se encontraban enumerados por fila y columna, 
por tanto, el crecimiento en cada pozo fue comparado con el control de crecimiento 
pozo No 11. La determinación del punto final se realizó mediante una lectura visual, 
se realizó la confirmación del crecimiento en la microplaca, repicando una alícuota 
de 10 µl de cada uno de los pozos en caldo BHI y agar BHI.  
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6. RESULTADOS  
 
6.1. CARACTERÍSTICAS MACROSCÓPICAS Y MICROSCÓPICAS DE S. 
sanguinis 
Se determinó que la pureza de la cepa S. sanguinis mediante observación visual, 
obtuvo un crecimiento de colonias pequeñas bien adheridas al agar sangre (ver 
figura 7). puntiformes o minute, menores de 0,5 mm de diámetro de coloración 
grisácea (Rodríguez, 2001). Se evidencio un halo verdoso alrededor de la colonia 
simulando una hemolisis total ya que el halo verdoso estaba muy pegado a la 
colonia y suele confundirse con parte de la misma, sin embargo, este resultado 
comparado con la literatura corresponde a una alfahemólisis (hemolisis parcial), que 
deja algunos glóbulos intactos cerca de la colonia, lo que se traduce 
macroscópicamente en un halo verdoso alrededor de la misma (Prieto & Calvo, 
2010). Esta hemolisis incompleta es consecuencia de la liberación al medio de 
peróxido de hidrógeno que transforma la hemoglobina del agar sangre en 
metahemoglobina (García et al., 2014). Finalmente, no hubo contaminación del 
microrganismo S. sanguinis con otras especies, ni géneros, la homogeneidad de las 
colonias y la identificación microscópica con tinción de Gram permitieron realizar 
esta confirmación (ver figura 7).  
  
Figura 7 Morfología macroscópica de S. sanguinis en agar sangre; morfología 
microscópica mediante la tinción de Gram, se observan cocos Gram positivos sin 
flagelo.  
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6.2. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA “in vitro” DEL 
ACEITE ESENCIAL DE ÁRBOL DE TÉ 
El S. sanguinis presento una inhibición en las concentraciones de 50, 25, 12,5 y 
6,25% (v/v), en las concentraciones menores a 6,25% se evidencio crecimiento (ver 
figura 8).  
  
Figura 8.  Resultados obtenidos del ensayo de inhibición del aceite esencial árbol de 
té frente a S. sanguinis. A partir de la concentración 6,25% se observa la formación 
de botón de color blanco en el fondo del pocillo indicando al crecimiento de S. 
sangunis. 
En la figura 8 se puede observar que después de la inoculación de 10 µl de cada 
pozo con un periodo de incubación, los tubos que corresponden a las 
concentraciones de 50%, 25%, 12,5% y 6,25% no presentaban crecimiento 
microbiano confirmando que hay inhibición del aceite esencial de árbol de te para la 
cepa de S. sanguinis, las concentraciones de 3,125% 1,563%, 0,782%, 0,391%, 
0195% y 0,098% (v/v) presentaron crecimiento microbiano de S. sanguinis, la 
observación de los resultados en tubo se realizo por comparación visual;  
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comparando cada uno de los tubos con el control negativo y positivo del medio de 
cultivo caldo BHI, con el fin de evaluar los resultados por similitud o diferencia entre 
la turbidez de los tubos. Finalmente, las cajas de medio de cultivo se realizo la 
lectura observando crecimiento microbiano en cada una de las concentraciones. Los 
controles positivos y negativos cumplieron para cada una de las replicas realizadas.  
A.  
B.        
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Figura 9. A. lectura de los resultados obtenidos en caldo BHI después de suspender 
la alícuota de 10 µl de cada uno de los pozos B. Lectura de los resultados obtenidos  
en placas de agar BHI, después de sembrar la alícuota de 10 µl de cada uno de los 
pozos. 
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Número 
de 
placa 
Concentraciones evaluadas 
50% 25% 12,5% 6,25% 3,125% 1,563% 0,782% 0,391% 0,195% 0,098% 
1. - - - - + + + + + + 
2. - - - - + + + + + + 
3. - - - - + + + + + + 
+: crecimiento.   -: no hubo crecimiento.  
Tabla 6. Resultado de las concentraciones evaluadas del aceite esencial de la 
especie vegetal Melaleuca alternifolia (árbol de té) frente a S. sanguinis.  
6.3. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA “in vitro” DEL 
EXTRACTO HIDROALCOHÓLICO DE MANZANILLA  
La concentración mínima inhibitoria obtenida del extracto hidroalcohólico de 
manzanilla contra el S. sanguinis fue 1,563% (v/v), en la cual se observa que no 
existe la formación de un botón de crecimiento (ver figura 10). Sin embargo, a partir 
de la concentración 0,782% se evidencia el crecimiento de S. sanguinis, por tanto, 
las demás concentraciones 0,391%, 0,195% y 0,097% indican que la concentración 
contenida no es la suficiente para inhibir el crecimiento bacteriano de S. sanguinis. 
Se logró confirmar la inhibición, repicando en agar BHI y en caldo BHI donde se 
obtuvieron los mismos resultados que se observaron en la microplaca (ver figura 11). 
Adicionalmente la tabla 7 contiene los resultados de las diferentes concentraciones 
que se establecieron para evaluar la actividad antimicrobiana.  
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Figura 10.  Resultados obtenidos del ensayo de inhibición del extracto 
hidroalcohólico de manzanilla frente a S. sanguinis. A partir de la concentración 
1,563% se observa la formación de botón de color blanco en el fondo del pocillo 
indicando al crecimiento de S. sangunis. 
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Figura 11. A. lectura de los resultados obtenidos en caldo BHI después de 
suspender la alícuota de 10 µl de cada uno de los pozos B. Lectura de los resultados  
obtenidos en placas de agar BHI, después de sembrar la alícuota de 10 µl de cada 
uno de los pozos.  
 
Número 
de 
placa 
Concentraciones evaluadas 
50% 25% 12,5% 6,25% 3,125% 1,563% 0,782% 0,391% 0,195% 0,098% 
1. - - - - - - + + + + 
2. - - - - - - + + + + 
3. - - - - - - + + + + 
+: crecimiento.   -: no hubo crecimiento.  
Tabla 7. Resultado de las concentraciones evaluadas del extracto hidroalcohólico de 
la especie vegetal Matricaria chamomilla (manzanilla) frente a S. sanguinis.  
6.4. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE 
ESENCIAL DE ÁRBOL DE TÉ EN COMBINACIÓN CON EL EXTRACTO 
HIDROALCOHÓLICO DE MANZANILLA 
 
Las pruebas realizadas en la combinación de estos dos antimicrobianos mostraron 
resultados cualitativos, tanto para el aceite esencial de árbol de té y su combinación 
con el extracto hidroalcohólico de manzanilla, ya que se evidencio que la mezcla del 
aceite esencial de árbol de té al 3,125% más 0,782% del extracto hidroalcohólico de  
 
0,097% 
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manzanilla inhibió el crecimiento de S. sanguinis (ver figura 12), esta asociación 
posiblemente favoreció el efecto individual de cada extracto vegetal. Debido a que la 
concentración mínima inhibitoria aumento dos diluciones arriba de la CIM 
determinada para cada uno y por separado de los dos extractos vegetales.  
 
Figura 12.  Resultados obtenidos del ensayo de inhibición de la combinación del 
aceite esencial de árbol de té y el extracto hidroalcohólico de manzanilla frente a S. 
sanguinis. A partir de la concentración 1,563% se observa la formación de botón de 
color blanco en el fondo del pocillo indicando al crecimiento de S. sangunis. 
En la figura 13 A se puede observar que al determinar el efecto combinado del 
aceite esencial de árbol de té y del extracto etanólico de manzanilla se encontró que 
el aceite de árbol de té en presencia de la manzanilla aumenta su eficacia debido a 
que inhibe hasta la concentración 1,563% (v/v) generando una interacción sinérgica, 
debido a que el efecto de estos dos antimicrobianos es mayor que la suma de sus 
efectos individuales. A partir de la concentración 3,125% de té más 0,782% (v/v) de 
manzanilla hubo turbidez debido al crecimiento de S. sanguinis.  
 
H 
  
G 
 
F 
 
E 
 
D 
 
C 
 
B 
 
A 
           1        2        3       4       5       6     7       8         9      10      11 
 Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A | 
61 
 [fecha] 
 
 
A.  
B.      
 
 
       
 
 
 
 
 
 
12,5/3,125% 12,5/1,563% 6,25/3,125% 
6,25/1,563% 3,125/0,782% 3,125/0,391% 
3-5 
3-6 
4-5 
4-6 
5-7 
5-8 
6-7 
6-8 
 Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A | 
62 
 [fecha] 
 
 
   
 
 
Figura 13. A. lectura de los resultados obtenidos en caldo BHI después de 
suspender la alícuota de 10 µl de cada uno de los pozos B. Lectura de los resultados  
obtenidos en placas de agar BHI, después de sembrar la alícuota de 10 µl de cada 
uno de los pozos, la primera concentración corresponde al aceite esencial de árbol 
de te y la concentración final es de extracto hidroalcohólico de manzanilla 
 
7. DISCUSIÓN 
  
En el presente estudio, el aceite esencial de Melaleuca alternifolia (árbol de té) 
demostró ser efectivo a una concentración de 6,25% (v/v) inhibiendo el crecimiento 
de S. sanguinis en las concentraciones de 50%, 25%, 12,5%, 6,25% (v/v). Por el 
contrario, al realizar el ensayo de la actividad antimicrobiana del extracto 
hidroalcohólico de Matricaria chamomilla (manzanilla) se evidenció que la cepa S. 
sanguinis fue susceptible en las concentraciones de 50%, 
25%,12,5%,6,25%,3,125% y 1,563%. Adicionalmente los resultados de la 
combinación de aceite esencial de árbol de té y manzanilla evidenciaron inhibición 
en el crecimiento de S. sanguinis en las concentraciones de 50%, 25%,12,5%, 
6,25%, 3,125% y 1,563% lo que indica que hubo el efecto sinérgico esperado.  
La concentración mínima inhibitoria evidenciada en la prueba de actividad 
antimicrobiana “in vitro” del aceite esencial de árbol de té fue 0,0625 µl. La actividad 
inhibitoria de este compuesto ha sido reportada por otros investigadores en la  
1,563/0,782% 1,563/0,391% 
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literatura. Tal es el caso, del estudio realizado por Cox y Markham en el año 2001, 
ensayo que tuvo como objetivo principal evaluar el mecanismo de acción y la 
capacidad antimicrobiana del aceite de árbol de te contra tres microorganismos 
clínicamente significativos, E. coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans, 
reportando que la mínima concentración inhibitoria fue de 0,25% tanto para E. coli, 
como para Staphylococcus aureus, mientras que los valores para C. albicans fueron 
menores a 0,125% y 0,25% (v/v), este efecto se debe a su capacidad para 
interrumpir la barrera de permeabilidad de las estructuras de la membrana 
microbiana debido a la acción que poseen sus componentes monoterpenoides 
demostrando que, como resultado de su carácter lipófilo, los monoterpenos cíclicos 
se reparten preferentemente en la fase acuosa de las estructuras de la membrana, 
causando un aumento en la fluidez de la membrana y la inhibición de una enzima 
integrada en la membrana. En el aislamiento de S. aureus a partir de células 
endoteliales, se observó que α-pineno y β-pineno compuestos de clase terpeno no 
solo destruyen la integridad celular, sino también inhiben la respiración y los 
procesos de transporte de iones incrementando la permeabilidad de la membrana 
microbiana (Cox et al., 2001). El efecto antimicrobiano del aceite de árbol de te 
expuesto por Cox no presento diferencias significativas con los resultados obtenidos 
en la actividad antimicrobiana in vitro del aceite de árbol de té debido a que el S. 
aureus se caracteriza por ser una bacteria Gram positiva igual que S. saguinis, 
según Chouna et al los microrganismos que pertenecen a este grupo tienden a ser 
más susceptibles ya que su pared celular es menos compleja y carecen de una 
filtración efectiva contra grandes moléculas y debido al tamaño de los poros en su 
envoltura celular son menos selectivas.  
Así mismo en el estudio efectuado por Hammer y Carson, se determinó la actividad 
in vitro del aceite de Melaleuca alternifolia (árbol de té) contra 161 aislamientos de 
bacterias orales de 15 géneros. Para el grupo de Streptococcus viridans se evaluó 
su susceptibilidad in vitro frente al aceite esencial de árbol de té por la técnica de  
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microdilución en una bandeja de microtitulación de 96 pocillos, obteniendo una 
concentración mínima inhibitoria y bactericida similar para todas las especies de 
Streptococcus, el valor de la CIM vario de 0,12% a 2% Finalmente se evidencio que 
algunas bacterias no estreptocócicas fueron considerablemente más susceptibles 
frente al aceite de árbol de te con una MIC menor de 0,016% para aislamientos de 
Prevotella y Veillonella (A. Hammer et al., 2003). El rango de la concentración 
mínima inhibitoria establecida en este estudio difiere con la CIM de 6,25% expuesta 
en esta investigación pese a que el grupo de Streptococcus viridans reportado en 
este ensayo es filogenéticamente cercano a S. sanguinis microorganismos de igual 
género, pero de diferente especie que puede presentar mecanismos de resistencia 
distintos.  
Kimizuka et al. En su estudio acerca de la actividad antibacteriana del aceite de 
árbol de te contra Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Porphyromonas 
gingivalis y Actinobacillus actinomycetemcomitans, bacterias periodonpáticas y 
cariogénicas, determino que el aceite esencial de árbol de té tuvo una concentración 
mínima inhibitoria de 1% sobre los estreptococos orales, para las demás bacterias 
Gram negativas analizadas la CIM fue de 0,06 a 0,5%. Entre los constituyentes 
principales con actividad antibacteriana se identifico al terpinen-4ol y y-terpineno. 
Además de estos componentes se sabe que el aceite de árbol de te contiene 
aproximadamente 100 compuestos diferentes, los cuales presumiblemente 
incrementan sinérgicamente el efecto sobre las bacterias orales estudiadas 
(Takarada, Kimizuka, Takahashi, & Homma, 2004). Finalmente, la concentración de 
6,25% a la cual se produjo la inhibición del crecimiento microbiano es alta con 
respecto a este estudio, sin embargo, se debe tener en cuenta que se está 
trabajando con un aceite esencial que contiene otros metabolitos secundarios y/o 
impurezas que pueden presentar o no actividad antimicrobiana.  
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De igual manera Carson et al. en su estudio evaluaron la actividad antimicrobiana 
del aceite de árbol de te comparando su efecto con la actividad antimicrobiana de 
ocho componentes individuales identificados en el aceite esencial de Melaleuca 
alternifolia (árbol de té) como, 1,8-cineole, 1-terpinen-4-ol, ρ-cimeno, linalool, α-
terpineno, 7-terpineno, α-terpineol y terpinoleno sobre Moraxella catarrhalis, 
Pseudomonas aeroginosa, Serratia marcescens y Staphylococcus aureus, utilizando 
métodos modificados de difusión en disco y microdilución en caldo con el fin de 
superar los problemas de dispersión del aceite. los resultados reportaron que el 1-
terpinen-4-ol y el α-terpineol exhibieron la mayor actividad antimicrobiana, con una 
concentración mínima inhibitoria de 0,25% inhibiendo el crecimiento de los cuatro 
organismos de prueba. Por el contrario, la CIM de 1,8-cineol, α-terpineno, y-
terpineno y terpinoleno para Sthaphylococcus aureus fue una dilución mas alta de 
0,50% (v/v). concluyendo que el aceite de árbol de te tiene un efecto mas fuerte que 
estos constituyentes solos (Carson & Riley, 1995). Cabe notar que la diferencia entre 
el porcentaje de la concentración mínima inhibitoria del aceite esencial de árbol de té 
aquí evaluada respecto a la CIM obtenida en este estudio puede deberse a la 
ausencia de fitocompuestos capaces de inhibir el crecimiento bacteriano, ya que el 
tamizaje fitoquímico inicial realizado en el estudio de Carson revela que la 
composición química de este aceite esencial de árbol de té contiene una mayor 
proporción de compuestos terpénicos en comparación con el contenido de terpenos 
reportados en la ficha de calidad del aceite esencial de árbol de te empleado en la 
presente investigación. Esta diferencias relacionadas a la composición del aceite, en 
cuanto al contenido de terpenos y la presencia de otros componentes minoritarios 
pueden explicarse por variaciones en la condiciones ecológicas (lugar geográfico en 
que se desarrolla la planta y condiciones de extracción, condiciones de la materia 
prima) que pueden producir en el aceite cambios cualitativos y cuantitativos.   
Recientemente el estudio realizado por Zhang et al. demostró que el aceite esencial 
de M. alternifolia posee actividad antioxidante y antimicrobiana, capacidad que  
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podría ser adecuada para su uso como un ingrediente conservante natural en la 
industrias alimentaria, agrícola y farmacéutica. Los resultados mostraron que en el 
poder antioxidante el árbol de te contiene radicales hidroxilo implicados en el daño 
oxidativo sobre los ácidos grasos, ADN, proteínas y otros componentes celulares. En 
cuanto a los resultados de la actividad antimicrobiana las bacterias Gram positivas 
fueron más sensibles al aceite esencial que las bacterias Gram negativas y los 
hongos. 
Se debe resaltar que no se encontró un estudio sobre la actividad antimicrobiana “in 
vitro” del aceite esencial de árbol de té solo y en combinación con el extracto 
hidroalcohólico de manzanilla sobre la cepa bacteriana S. sanguinis. Sin embargo, 
los estudios descritos anteriormente confirman que el aceite esencial de árbol de te 
posee efecto antibacteriano sobre una amplia variedad de especies microbianas, en 
especial sobre S. mutans; bacteria del mismo género al cual pertenece el S. 
sanguinis (Zhang, Guo, Guo, Jiang, & Ji, 2018).  
Por otro lado, la concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de 
manzanilla obtenida en la evaluación de la actividad antimicrobiana fue 1,563% 
resultado que coincide y/o similar a lo expuesto por Cwikla et al. estudio en que se 
probó el extracto etanólico de M. recutita (manzanilla) contra dos cepas bacterianas 
C. jejuni y Staphylococcus aureus. El extracto presento una inhibición del 100% a 20 
µg/ml para C. jejuni, mientras que para S. aureus la concentración mínima inhibitoria 
fue de 15 µg/ml (Cwikla, Schmidt, Matthias, Bone, & Lehmann., 2009). El efecto 
inhibitorio sobre el crecimiento bacteriano de S. aureus comprueba que el extracto 
hidroalcohólico de Matricaria chamomilla posee actividad antimicrobiana, la similitud 
entre el efecto antibacteriano se puede explicar porque el extracto etanólico es polar 
Igual que el extracto hidroalcohólico de manzanilla, cuando las bacterias son 
expuestas a este extracto, el grupo con carga positiva (polar) se asocia con los 
grupos fosfato de los fosfolípidos de la membrana (Corrales Ramírez, Castillo 
Castañeda, & Melo Vargas, 2017) 
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Fabri et al. investigaron el potencial antimicrobiano y antioxidante de varias especies 
de plantas, todas pertenecientes a la familia Asteraceae, entre ellas M. recutita, el 
potencial antimicrobiano del extracto hidroalcohólico de manzanilla se realizó 
mediante la técnica de microdilución en caldo contra S. aureus, P. aeruginosa, 
Shigella sonnei, E. coli y Klebsiella pneumoniae. Los resultados demostraron que el 
extracto de manzanilla es eficiente a una concentración mínima inhibitoria de 15 
µg/ml contra S. aureus, además, los autores de este estudio determinaron el perfil 
químico del extracto, detectando la presencia de triterpenoides, fenoles, taninos y 
flavonoides, lo que sugiere que estos componentes pueden ser responsables de la 
actividad antimicrobiana observada (Fabri, Nogueira, Dutra, Bouzada, & Scio, 2011). 
Respecto a la diferencia en la concentración mínima inhibitoria evaluada en este 
estudio y la CIM obtenida en esta investigación se explica debido a que la actividad 
de los compuestos activos de las plantas medicinales depende de factores 
ecológicos como la localización y los requerimientos nutricionales esenciales para su 
crecimiento, ya que, en unas condiciones diferentes a su hábitat, el rendimiento y 
composición de los extractos activos pueden modificarse sustancialmente.  
Así mismo en el estudio de Sokovic et al. los resultados obtenidos en la prueba de la 
actividad antimicrobiana del extracto de manzanilla evidenciaron que la 
concentración mínima inhibitoria vario entre 7-10 µg/ml para Streptoccocus mutans, 
en cuanto a la concentración mínima bactericida vario entre 8-15 µg/ml (Sokovicx́, 
Glamočlija, Marin, Brkić, & Van Griensven, 2010).  
Actualmente no existe un trabajo que reporte la actividad antimicrobiana “in vitro” del 
extracto hidroalcohólico de manzanilla sobre la cepa bacteriana S. sanguinis, sin 
embargo, los estudios previamente descritos involucran como microrganismo de 
estudio el S. mutans, bacteria que pertenece al mismo grupo que el S. sanguinis.  
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Finalmente, los resultados obtenidos en la combinación evidenciaron que la mezcla 
de aceite esencial de árbol de te al 3,125% más 0,782% del extracto hidroalcohólico 
de manzanilla fue más efectiva que el efecto de cada uno de los extractos por si 
solos inhibiendo el crecimiento de S sanguinis. Según el estudio realizado por Forrer 
et al se observó que la combinación de alfa-bisabolol al 0,1% componente del 
extracto etanólico de manzanilla más 0,055 del aceite de árbol de té fue más efectiva 
que los agentes antimicrobianos individuales solos ya que cuando la cepa S. moorei 
se expuso a la combinación de estos dos agentes, la reducción en el recuento 
microbiano fue mayor en comparación con el efecto de los agentes antimicrobianos 
individuales (Forrer, Kulik, Filippi, & Waltimo, 2013) concluyendo que la combinación 
de aceite esencial de árbol de te y el alfa-bisabolol posee un efecto potencial y una 
actividad antimicrobiana que inhibe el crecimiento de la bacteria Gram positiva S. 
moorei. Las diferencias entre los valores de la combinación del aceite esencial de 
árbol de té y el extracto hidroalcohólico de manzanilla se pueden explicar debido a 
que en el estudio de Forrer se evaluó solo el componente alfa-bisabolol aislado del 
extracto etanólico de manzanilla, mientras que en la presente investigación se 
empleo todo el extracto hidroalcohólico de manzanilla. 
De acuerdo con lo reportado por la literatura algunos de los componentes del aceite 
esencial de árbol de té presentan una similitud a nivel de ordenamiento químico con 
ciertos compuestos presentes en el extracto etanólico de manzanilla, generando una 
inhibición mayor en contra del S sanguinis, ya que al ser similares pueden unificar su 
mecanismo de acción, es decir, a mayor similitud mayor sinergismos antimicrobiano 
(Carson et al., 2006).  
Los mecanismos de la interacción que producen sinergismo incluyen inhibición 
secuencial de un camino bioquímico común, inhibición de distintas enzimas 
protectoras, combinación con agentes activos en la pared celular que permiten la 
entrada de otros antimicrobianos (Santiesteban-López, Palou, & López-Malo, 2007).  
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8. CONCLUSIONES 
 
• Los extractos vegetales de Melaleuca alternifolia (árbol de té) y Matricaria 
chamomilla (manzanilla) evaluados individualmente y en combinación bajo la 
metodología de microdilución presentaron un efecto antimicrobiano sobre S. 
sanguinis.  
• El aceite esencial de Melaleuca alternIfolia (árbol de té) presento un efecto 
antibacteriano in vitro sobre S. sanguinis con una CIM de 6,25%. 
• Se determino que el extracto hidroalcohólico de manzanilla presento menor 
actividad antibacteriana frente a S. sanguinis con una CIM de 3,125% en 
comparación con el aceite esencial de árbol de té.  
• El aceite esencial de árbol de té al ser combinado con el extracto 
hidroalcohólico de manzanilla presento un efecto sinérgico, el cual se 
manifestó en un pequeño aumento de dos diluciones para la concentración 
mínima inhibitoria en comparación con la CIM previamente obtenida para el 
aceite esencial solo.  
• Los resultados obtenidos evidencian que la mezcla de Melaleuca alternifolia 
(árbol de té) y Matricaria chamomilla (manzanilla) potencian su efecto 
inhibitorio en una bacteria que causa periodontitis crónica o halitosis, por lo 
tanto, se podría evaluar su uso potencial en el tratamiento de estas 
enfermedades odontológicas.  
 
9. RECOMENDACIONES 
 
Se recomienda continuar con los estudios de la combinación de M. alternifolia (árbol 
de té) y M. chamomilla (manzanilla) comprobando la posible citotoxicidad, generando 
información de valor acerca de las posibles restricciones que podría llegar a tener un 
tratamiento con estas plantas, crear extractos con otros tipos de solventes 
observando así con cuál de ellos obtiene mayores porcentajes de inhibición frente a  
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otras cepas bacterianas además de S. sanguinis y generar conocimiento científico a 
base de plantas naturales buscando así tratamientos con gran potencial bactericida 
que puedan incluirse en un futuro como prometedores compuestos terapéuticos. Así 
mismo Se sugiere realizar un ensayo biodirigido, realizando una serie de 
fraccionamientos con diferentes solventes para así determinar cuál es el compuesto 
responsable de la actividad antimicrobiana.  
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ANEXO 1. Ficha técnica del extracto hidroalcohólico de manzanilla. 
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ANEXO 2. Ficha tecnica y de seguridad del aceite esencial de arbol de te. 
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ANEXO 3. Certificado de analisis cepa bacteriana S. sanguinis ATCC 10556. 
 
 
